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Tässä opinnäytetyössä tutkittiin kahden eri Raman tekniikan mahdollisuuksia 
mikrobien tunnistuksessa. Työn tarkoituksena oli tutkia, onko kahden saman 
syanobakteerilajin eri kannan tunnistaminen toisistaan mahdollista. Välitavoit-
teena oli myös kyetä tunnistamaan toisen kannan tuottaman endotoksiini MC-
LR:n tunnistaminen suoraan solusta. 
 
Työ aloitettiin tutkimalla eri tutkimusryhmien saamia tuloksia mikrobiologian alal-
la eri Raman tekniikoilla, minkä jälkeen alettiin pohtia omaa lähestymistapaa 
käsillä olevaa työtä kohtaan. Lisäksi tilattiin yhden valmistajan SERS-
substraatteja, joita työssä tullaan käyttämään. 
 
Työssä on tutkittu sekä ehjistä että hajotetuista soluista saatuja spektrejä, joi-
den avulla on pohdittu menetelmän mahdollisuutta erottaa eri kannat toisistaan. 
Työssä tultiin lopputulokseen, että lajien tunnistaminen toisistaan on mahdollista 
tietyissä rajoissa, mutta menetelmän vieminen laboratorioon vaatii vielä paljon 
tutkimista ja menetelmänkehitystä. 
 
 
 
Asiasanat: SERS, Ramanspektroskopia, Raman mikroskooppi, Syanobakteeri, 
MC-LR, Kestävä kehitys 
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SANASTO 
Autotrofia omavaraisuus, eliö kykenee tuottamaan tarvitsemansa 
energian foto- tai kemosynteesin kautta 
Heterotrofia  toisenvaraisuus, eliö tarvitsee energiaa ympäristöstä 
Endosytoosi aktiivinen aineen kuljetus (solukalvorakkuloissa) solun 
sisälle 
Endotoksiini toksiini, joka tuottuu solun sisälle ja vapautuu solun 
hajotessa 
Eksotoksiini  toksiini, jonka solu erittää ulkopuolelleen 
LD50-arvo myrkyllisyyden yksikkö eli annos, joka tappaa puolet 
koe-eläimistä kokeen aikana (Lethal Dose 50 %) 
CCD-detektori (Charge-Coupled Device) 
PDA-detektori diodirividetektori (PhotoDiode Arrays) 
Supernatantti kasvatusliuos, joka erottuu kiinteästä massasta sentri-
fugoinnin yhteydessä 
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1 JOHDANTO 
Syanobakteerit ovat evoluution kannalta olleet ratkaisevassa asemassa tuotta-
massa maapallolle happi-ilmakehää, joka on mahdollistanut kehittyneempien 
elämänmuotojen synnyn. Syanobakteereilla on ollut valtava merkitys myös niin 
kasvi- kuin eläinkunnan kehityksessä. 
Syanobakteerit ovat morfologisesti monimuotoinen ryhmä, joiden ulkomuodon 
perusteella ei pystytä erottelemaan myrkyllisiä ja myrkyttömiä kantoja toisistaan. 
Yleisimmät syanobakteerien tuottamat myrkyt ovat joko hepa- tai neurotoksiine-
ja, joista hepatoksiineja tavataan useammin. Hepatoksiinit ovat syklisiä peptide-
jä, joiden toksisuus on riippuvainen niiden aminohappokoostumuksesta. 
Yhteinen piirre kaikille syanobakteeritoksiineille on adda-aminohappo, joka on 
liittynyt peptidin viidenneksi aminohapoksi. Adda-aminohaposta toksiini kiinnit-
tyy inhiboimaan fosfataasireaktiota kohdesolussa. Toksiinista tunnetaan yli 80 
erilaista varianttia, joiden erot johtuvat peptidiketjuun liittyneistä aminohapoista. 
Eri toksiinien myrkyllisyys vaihtelee variantista riippuen. Vaarallisin näistä tok-
siineista on MC-LR, johon tässä työssä perehdytään. 
Normaalisti syanobakteeritoksiineja tunnistetaan mikrobiologisin keinoin, mikä 
vaatii koulutetun mikrobiologin osaamista. Menetelmät ovat hankalasti toteutet-
tavissa kenttäolosuhteissa, mikä lisää analyysin kustannuksia, kun näytteitä 
tarvitsee kuljetella. Useasti menetelmän herkkyys ei riitä tunnistamaan eri va-
riantteja toisistaan, vaan näillä saadaan määritettyä vain kokonaistoksisuus. 
Uusia pikamenetelmiä biomolekyylien tunnistamiseen kehitetään jatkuvasti, ja 
Ramanspektrometria on SERS:n kehittymisen myötä tulossa yhä käytännölli-
semmäksi sormenjälkitunnistuksessa. Perinteisen Ramanin ongelmana bionäyt-
teitä tutkittaessa on ollut näytteiden korkea taipumus emittoida fluoresenssia. 
Fluoresenssi peittää alleen Ramansignaalin, joka on paljon heikompaa verrat-
tuna fluoresenssiin. 
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SERS on mahdollistanut tehokkaamman bionäytteiden tutkimisen. Menetelmäl-
lä pystytään vahventamaan näytteestä saatavaa signaalia jopa 1 x 106-
kertaisesti, jolloin analysoitaessa fluoresoivia näytteitä, voidaan käyttää alhai-
sempaa laserin tehoa, joka vähentää fluoresenssin määrää. Ehdoton etu on 
myös näytteenkäsittely, sillä parhaimmassa tapauksessa näytteet eivät vaadi 
minkäänlaista esikäsittelyä, vaan ne voidaan mitata sellaisenaan. 
Ongelmana SERS-mittauksissa on useimmiten toistettavan spektrin saaminen 
näytteestä, minkä epäillään johtuvan käytettävien substraattien epätasaisuudes-
ta ja näytteen vaihtelevasta sitoutumisesta substraatin nanopartikkeleiden 
kanssa.  
Opinnäytetyössä tehtiin kvalitatiivista menetelmänkehitystä, jonka tavoitteena 
on tunnistaa toksiinia tuottava syanobakteerikanta tuottamattomasta kannasta. 
Työ tehtiin VTT:n Oulun tutkimuskeskukselle kevään 2013 aikana. 
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2 SYANOBAKTEERIT 
Syanobakteerit ovat autotrofisia bakteereita, joiden tärkein erikoisominaisuus on 
kyky fotosynteesiin. Ne kuuluvat fotosynteettisien bakteerien ryhmään Phylum 
BX. (Sivonen 2002, 412.) 
Syanobakteereilla on ollut suuri merkitys evoluutiossa, sillä ne ovat tuottaneet 
maapallolle happi-ilmakehän, joka on mahdollistanut hapesta riippuvien elä-
mänmuotojen synnyn. Lisäksi kasvi- ja eläinkunnan evoluutioissa syanobaktee-
reilla on ollut välttämätön rooli, sillä viherhiukkaset ja mitokondriot ovat synty-
neet syanobakteereista endosytoosin seurauksena. (Sivonen 2002, 412.) 
2.1 Syanobakteerien rakenne 
Pitkän kehityksen vuoksi eri syanobakteerit eroavat nykyään morfologisesti hy-
vin paljon toisistaan. Niitä löytyy aina pienistä yksisoluisista bakteereista suuriin 
solurykelmiä muodostaviin pesäkkeisiin. Kuvassa 1 on esitetty syanobakteerin 
solurakenne yksinkertaistettuna kuvana. (Sivonen 2002, 413.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
KUVA 1. Syanobakteerin solurakenne yksinkertaistettuna (Sivonen 2002, 413) 
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Uloimpana kerroksena syanobakteereilla on tyypillisesti joko s- tai limakerros, 
joka suojaa varsinkin vedessä eläviä bakteereita niille haitallisilta aineilta. Solu-
kalvon ja uloimman kerroksen välissä on lisäksi peptidoglykaanista koostuva 
soluseinä ja ulkokalvo, jonka ansiosta syanobakteerin soluseinä muistuttaakin 
gram-negatiivisen bakteerin soluseinää (Sivonen 2002, 413–414). Kuvassa 2 
nähdään työssä tutkitun mikrokystiinikannan 269 kuva. 
 
 
 
 
 
 
 
KUVA 2. Mikrokystiinikanta 269 
Vesissä elävillä syanobakteereilla on kaasuvakuoleja, joiden avulla ne pystyvät 
siirtymään optimaaliseen vesikerrokseen valon ja ravinteiden kannalta. Lisäksi 
niillä on glukoosi-, polyfosfaati- ja syanofysiinijyväsiä, joiden avulla ne säilyvät 
hengissä niukkaravinteisissa oloissa. (Sivonen 2002, 416.) 
2.2 Erikoisominaisuudet 
Syanobakteerit ovat ainoita esitumallisia eliöitä, jotka kykenevät fotosynteesiin. 
Fotosynteesi on niiden tärkein erikoisominaisuus, sillä sen kautta solut saavat 
tarvitsemansa energian ja pystyvät tyydyttämään hiilen tarpeensa. Suurin osa 
syanobakteereista on ehdottoman autotrofisia, mutta on tavattu myös kantoja, 
jotka pystyvät elämään heterotrofisesti syvällä maaperässä tai luolastoissa. (Si-
vonen 2002, 414.) 
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Toisin kuin kasveilla, syanobakteereilla fotosynteesi tapahtuu tylakoidikalvostol-
la solulimassa, jossa sijaitsevat fotosynteesikeskukset PS I ja PS II. Koska bak-
teereilla ei ole Krebsin sykliä, tapahtuu hiilidioksidin pelkistys karboksisomeilla 
pentoosifosfaattisyklin kautta. (Sivonen 2002, 414.) 
2.3 Syanobakteerien toksiinit 
Useimmat syanobakteerit tuottavat joko endo- tai eksotoksiineja. Bakteerien 
ulkomuodosta kuitenkaan ei pysty päättelemään, mikä kanta tuottaa toksiineja 
ja mikä ei. Jopa saman lajin eri kantojen välillä on vaihtelua toksiinin tuotossa. 
Yleisimmät toksiinit, joita syanobakteerit tuottavat, ovat maksamyrkylliset hepa-
toksiinit ja hermomyrkylliset neurotoksiinit. (Sivonen 2002, 417–418.) 
Karkean määrityksen toksiinien esiintymiselle eri vesistöissä voi tehdä määrit-
tämällä vesistön kokonaistypen ja -fosforin (Ntot:Ptot) suhteen. Hepatoksiinisien 
kantojen esiintyminen keskittyy vesistöihin, joissa Ntot:Ptot on alle 17 (typpirajoit-
teisia), kun taas neurotoksiiniset kannat esiintyvät useammin vesistöissä, joissa 
typpeä on ylimäärin (Ntot:Ptot yli 17). (Rapala 2006, 18.) 
2.3.1  Hepatoksiinit 
Yleisimpiä syanobakteerien toksiineja ovat maksaa vaurioittavat hepatoksiinit, 
jotka ovat joko mikrokystiinejä (MC-toksiinit) tai nodulaareja. Nämä toksiinit ovat 
rakentuneet rengasmaisesta seitsemän aminohapon ketjusta. Mikrokystiineistä 
tunnetaan jo yli 80 erilaista variaatiota, joiden ero johtuu eri aminohapoista nii-
den rakenteessa. Kuvassa 3 on esitetty eri mikrokystiinien rakenteet. (Halvor-
son - Leng – Vikesland 2011, 9273.) 
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KUVA 3. Mikrokystiinien ja nodulaarin rakenteet (Halvorson ym. 2011, 9274) 
Yhteinen piirre kaikille mikrokystiineille on adda-aminohappo, joka on liittynyt 
aminohappoketjuun aina viidenneksi aminohapoksi (Halvorson ym. 2011, 
9273). Mikrokystiinit pystyvät tunkeutumaan maksasolujen sisään käyttäen 
sappihappojen kuljetukseen tarkoitettua järjestelmää (Sivonen 2002, 419). Ad-
da-aminohappo on välttämätön mikrokystiinin toksisuudelle, sillä juuri tästä 
kohdasta mikrokystiini kiinnittyy inhiboimaan fosfataasia. Yleisin mikrokystiini 
luonnossa on MC-LR, jolle World Health Organization (WHO) on asettanut juo-
maveden pitoisuusrajaksi 1µg/l (Halvorson ym. 2011, 9273). Nodulariinit eroa-
vat rakenteeltaan mikrokystiineistä siten, että niiden rengasmaisessa raken-
teessa on vain viisi aminohappoa (Sivonen 2002, 419). 
2.3.2 Neurotoksiinit 
Vaarallisempia, mutta harvinaisempia syanobakteerien tuottamista toksiineista 
ovat neurotoksiinit eli hermomyrkyt. Ne aiheuttavat jo pieninä annostuksinakin 
hengenvaarallisen tilan lamaannuttamalla hengityksen. Tyypillinen LD50-arvo 
hermomyrkyille on 0,2–0,3 mg painokiloa kohti, eli 70 kiloa painavalle henkilölle 
tappava annos toksiinia on 14–21 mg. (Sivonen 2002, 419.) 
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Eri neurotoksiineilla on erilaiset rakenteet ja vaikutukset kehossa. Syanobaktee-
rien tuottamia neurotoksiineja tunnetaan kolmea eri tyyppiä, joista anatoksiini-a 
on yleisin. Anatoksiini-a estää hermoimpulssin kulun sitoutumalla asetyylikoliini-
reseptoreihin palautumattomasti, jolloin itse välittäjäaine (asetyylikoliini) ei pää-
se siirtämään impulssia eteenpäin. Muita neurotoksiineja ovat anatoksiini-a(S) 
ja saksitoksiinit, jotka myös estävät vaikutusmekanismeillaan hermoimpulssin 
kulun. (Sivonen 2002, 419.) 
2.4 Esiintyminen luonnossa ja infektiot 
Tyypillinen järvi, jossa sinileväkukinnot ovat jokakesäinen haitta, on matala, re-
hevä ja yleensä pieni. Sinileväjärvien rehevyyttä lisää usein vielä se, että maa-
talous on keskittynyt reheville alueille, missä on helposti vettä saatavissa. Täl-
löin osa maataloudessa käytettävistä lannoitteista valuu läheisiin järviin, mikä 
lisää järvien rehevyyttä. Kaikesta huolimatta sinileväkukinnot ovat hankalasti 
ennustettavissa etenkin Suomessa, sillä kukintojen alkaminen ja runsaus on 
riippuvainen monesta tekijästä kuten säästä, ravinteista ja muista eliöistä. Ku-
vassa 4 nähdään kesän 2012 viikon 33 levähavainnot Suomessa. (Pietiläinen 
2006, 4.) 
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KUVA 4. Levätilanne Suomessa viikolla 33 vuonna 2012 (JärviWiki. 2013) 
Tyypillisin tapa Suomessa altistua syanobakteerien toksiineille on luonnonvesi-
en kautta. Tällä ymmärretään vedessä uiminen, sillä peseytyminen ja sen juo-
minen tai pääsy tahattomasti ruoansulatuskanavaan. Toksiineja pääsee luon-
toon erityisesti silloin, kun levämassat hajoavat nopeasti esimerkiksi UV-valon 
vaikutuksesta. (Hoppu - Lahti - Salmela 2001, 2891–2895.) 
Suomen ympäristökeskus on tehnyt kattavan tutkimuksen kesien 2004 ja 2005 
altistumisista syanobakteerien toksiineille ja niistä aiheutuneista oireista. Tutki-
muksen mukaan altistumisia tulee eniten kesän lämpimien jaksojen aikana. 
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Tämä johtuu siitä, että bakteerit ovat luonnollisesti aktiivisempia tällöin ja tuotta-
vat enemmän toksiineja. Lisäksi lämpiminä jaksoina käydään enemmän uimas-
sa järvissä, mikä osaltaan nostaa myös altistumisien määrää. Pääosa altistu-
neista kuului molempina kesinä ikäluokkaan 6–12 vuotta ja pääsääntöinen altis-
tumistie oli uiminen. (Eronen - Hoppu - Jauhiainen 2006, 11.) 
Kaikki syanobakteeritoksiinit ovat hyvin myrkyllisiä laboratorio-olosuhteissa ja jo 
vähäisinä pitoisuuksina aiheuttavat vakavia oireita. Tästä huolimatta Suomessa 
oireet altistustapauksissa ovat jääneet vähäisiksi ja kuolemantapauksia ei ole 
raportoitu. Toksisuuteen vaikuttaa hyvin paljon altistumistapa, joista vakavin on 
hengitysteiden kautta tapahtuva altistus. Tämä altistumistapa on yleinen, kun 
sinilevää sisältävää vettä käytetään löylyvetenä. Tyypillisimpiä oireita altistumis-
tapauksessa ovat ruoansulatuskanavan oireet, kuume, iho-oireet sekä silmä-, 
korva- ja nieluoireet. (Eronen ym. 2006, 13–15.) 
2.5 Syanobakteerien tutkiminen 
Mikrobien tunnistamiseen on kehitetty useita menetelmiä, jotka kuitenkin ovat 
aikaa vieviä mikrobiologisia tai immunologisia tunnistusmenetelmiä. Lisäksi nä-
mä mittaukset ovat erittäin hankalasti suoritettavissa kenttäolosuhteissa ja mit-
tausten suorittajaksi tarvitaan usein koulutettu mikrobiologi. (Efrima - Zeiri 2009, 
277.) 
Mikrokystiinien eri variaatioiden määrittämisessä perinteisillä menetelmillä on-
gelmana on herkkyyden puute. Esimerkiksi HPLC:llä ja ELISA-testillä saadaan 
selville vain mikrokystiinien kokonaispitoisuus näytteessä, eikä näin ollen voida 
sanoa, mitä toksiineja vedessä on. Eri yhdistelmälaitteille on kehitetty menetel-
miä, joilla saadaan mikrokystiinin eri variaatiot selville näytteistä (esimerkiksi 
LC-MS/MS, MALDI-MS ja SELDI-TOF-MS). Ongelmana näissä laitteissa on 
kuitenkin niiden korkea hinta ja huono liikuteltavuus. (Halvorson ym. 2011a, 
9273.) 
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3 RAMAN SPEKTROSKOPIA 
Kun monokromaattinen säde osuu näytteeseen, osa säteen fotoneista absor-
boituu, osa transmittoituu ja osa siroaa. Raman spektroskopiassa tutkitaan si-
ronneita fotoneita ja niiden mahdollisesti muuttuneita viritystiloja. Sirontaa on 
kolmea eri tyyppiä: Rayleigh-sirontaa, Stokes-sirontaa ja anti-Stokes-sirontaa. 
Raylegh-sironnassa fotoni saa energiaa törmätessään tutkittavaan molekyyliin, 
jolloin se siroaa. Tällöin fotonin energia muuttuu hetkellisesti ja fotoni siirtyy vir-
tuaaliselle viritystilalle, minkä jälkeen se palaa kuitenkin takaisin samalle viritys-
tilalle, jolta se alun perin lähti (kuva 5). Tällöin fotonin energia ei muutu eli sätei-
ly on elastista. (Jiang, 2–3.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KUVA 5. Raylegh-sironta (Jiang, 3) 
Raman-spektroskopiassa ollaan kuitenkin kiinnostuneita fotoneista, joiden viri-
tystila muuttuu törmäyksen seurauksena. Sirontaa, jossa fotonin energia muut-
tuu (kuva 6), kutsutaankin Ramansironnaksi kyseisen sironnan löytäjän C.V 
Ramanin mukaan. Ramansironta on hyvin paljon heikompaa kuin Rayleigh-
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sironta, sillä vain noin yksi yksi kymmenestämiljoonasta näytteeseen osuvasta 
fotonista siroaa epäelastisesti. Stokes-sironnassa fotoni luovuttaa energiaa 
osuessaan näytteeseen, jolloin sen oma energia pienenee. Anti-stokes-
sironnassa vastaavasti fotoni vastaanottaa energiaa osuessaan näytteeseen. 
(Jiang, 3.) 
 
KUVA 6. Stokes- ja anti-Stokes-sironta (Jiang, 3) 
3.1 Raman spektrometrin rakenne 
Laitteisto, jolla Ramansirontaa mitataan, koostuu laserista, optisista komponen-
teista, spektrometristä sekä detektorista ja prosessointilaitteesta (kuva 7). Lase-
ria käytetään Ramanspektrometreissä, sillä sen avulla saadaan helposti koh-
dennettava monokromaattinen säde. Eri laserit tuottavat eri taajuisen säteen, 
joten haluttu laser on valittava tutkittavan näytteen mukaan. Laitteistossa on 
linssejä ja peilejä, joiden avulla lasersäde ohjataan ja kohdennetaan näyttee-
seen. Laitteen ulkopuolella säde kulkee valokuidussa aina mittauspäälle asti. 
Sironneet fotonit kerätään tyypillisesti samalla valokuidulla, jota pitkin ne ovat 
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tulleet, minkä jälkeen ne kulkeutuvat spektrometriin. Varsinkin Ramanmikro-
skoopeissa on lisäksi suodattimia, joiden avulla poistetaan Rayleigh-sironnan 
kulkeutuminen detektorille. (Hamasha, 2011, 22–23.) 
 
 
KUVA 7. Raman laitteen rakenne (University of Cambridge. 2012) 
Käytettäessä monikanavaista detektoria kerätään sironnut valo optiikan avulla 
dispersiiviselle spektrometrille, joka erottelee sironneen valon hilan avulla eri 
aallonpituuksiksi. Nykyisissä laitteissa käytetään pääsääntöisesti monikanavai-
sia detektoreita kuten CCD- tai PDA-detektoria. Nämä detektorit mittaavat koko 
spektrin kerralla ja näin ollen lyhentävät huomattavasti mittauksessa tarvittavaa 
aikaa. (Princeton Instruments Inc. 2012.) 
3.2 Raman spektrometrian ongelma, fluoresenssi 
Varsinkin kun biologisia näytteitä tutkitaan Ramanspektroskopian avulla,  on 
suurin ongelma tutkittaessa niiden aiheuttama fluoresenssi. (Hamasha 2011, 
21). Fluoresenssi aiheutuu, kun virittynyt molekyyli palaa takaisin perustilaan 
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emittoiden samalla säteilyä (Jaarinen – Niiranen 2008, 66). Kaikki molekyylit 
eivät aiheuta fluoresenssiä, mutta varsinkin bakteereja tutkittaessa se on on-
gelma (Hamasha 2011, 22). 
Fluoresenssiongelmaan on kehitetty monia ratkaisuja. Yksi ratkaisu on käyttää 
viritysaallonpituuksia, joilla fluoresenssi ei ole vahvaa. Toisaalta, jos käytetään 
IR-alueen viritysaallonpituutta, laskee detektointiherkkyys huomattavasti. Jos 
taas käytetään UV-alueen viritysaallonpituutta, saatetaan vahingoittaa herkkiä 
biologisia näytteitä. Nykyisin yksi parhaista keinoista vahventaa heikkojen näyt-
teiden Raman signaalia on SERS, josta kerrotaan seuraavaksi. (Hamasha 
2011, 22–23.) 
3.3 SERS 
SERS (Surface Enhanced Raman Spectroscopy) on Raman spektroskopian 
sovellus, jonka avulla saadaan vahvennettua näytteestä siroavaa Raman sig-
naalia. Sovelluksen avulla saadaan tyypillisesti lisättyä näytteestä saadun sig-
naalin vahvuutta 104 - 106 -kertaiseksi. SERS-signaali saadaan siten, että tutkit-
tava näyte adsorboidaan SERS-aktiiviselle pinnalle, joka on tyypillisesti valmis-
tettu joko kullasta tai hopeasta. Eri metallit antavat erilaisen vahvennuskertoi-
men, mutta on tutkittu, että kaikkien metallien avulla voidaan vahventaa Raman-
signaalia. SERS:n tärkein ominaisuus on, että se lisää Raman-analytiikan herk-
kyyttä ja pintaselektiivisyyttä. (Hicks 2001, 1.) 
SERS-tekniikassa signaalin vahvennus tapahtuu kahdella tavalla. Elektromag-
neettinen (EME) vahvennus, joka on näistä kahdesta tärkeämpi, on riippuvainen 
adsorbtiopinnan muodoista. Muodoilla tarkoitetaan sitä, että varsinainen SERS-
substraatti on valmistettu yleensä pienistä metallipartikkeleista, jotka aiheuttavat 
epätasaisen muodon adsorbtiopinnalle. Elektromagneettisen vahvennuksen 
teho riippuu sekä metallista, jota substraatissa on käytetty että metallipartikkeli-
en koosta, muodosta ja järjestäytymisestä. Vahvennus on suurinta kohdassa, 
jossa partikkeli kaartuu eniten. Toinen vahvennukseen vaikuttava tekijä on ke-
 20 
 
miallinen vahvennus (CE), jossa näytteen elektronien tila muuttuu kemiallisen 
adsorbtion seurauksena. (Hicks 2001, 2–3.) 
3.3.1 SERS-substraateille asetetut vaatimukset 
SERS-substraattien hyödyllisyys riippuu niiden SERS-aktiivisuudesta, jolla tar-
koitetaan niiden kykyä vahventaa Raman-signaalia sekä uudestaan käytettä-
vyydestä. Koska substraatit on usein tehty joko kulta- tai hopeapartikkeleista, 
täytyy ne olla puhdistettavissa jo pelkästään taloudellisuuden vuoksi. (Cui - Lin - 
Ren - Tian - Xu 2009, 1730.) 
Neljä tärkeintä ominaisuutta, joiden avulla substraattien toimivuutta pystytään 
luotettavasti tarkastelemaan, ovat 
1. SERS-aktiivisuus 
2. homogeenisuus 
3. muuttumattomuus ja toistettavuus 
4. puhdistettavuus. 
Substraatin aktiivisuus on tärkeää tarvittavan herkkyyden kannalta, sillä useiden 
näytteiden tuottama Raman-signaali on niin heikko, että ilman tehokasta lisäys-
tä, sitä ei voida detektoida. Substraatin homogeenisyydellä saavutetaan tasai-
nen signaalin vahvennus näytteestä, mikä on tärkeää detektoinnin kannalta. 
Vahvennuskerroin ei saisi vaihdella samassa näytteessä yli kahdellakymmenel-
lä prosentilla, jotta näytteestä saadaan tasainen spektri. Muuttumattomuudella 
ja toistettavuudella tarkoitetaan sitä, että substraatin vahvennusteho ei saa hei-
kentyä yli kahtakymmentä prosenttia varastoinnin aikana. Substraatin puhdistet-
tavuutta pohditaan hieman edempänä tässä luvussa. (Cui ym. 2009, 1730.) 
3.3.2 SERS-substraattien puhdistaminen 
SERS-substraatit kontaminoituvat helposti. Mahdollisia kontaminaatioita sub-
straatteihin voi tulla jo substraattien syntensoinnin aikana, kun epäpuhtaudet 
pääsevät kosketuksiin substraatin kanssa ja muodostavat sidoksia tämän na-
nopartikkeleiden kanssa. Kun substraatti pääsee kosketuksiin ilman kanssa, on 
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mahdollista, että ilmasta adsorboituu epäpuhtauksia, jotka reagoivat substraatin 
kanssa. (Cui ym. 2009, 1739.) 
SERS-substraatilta vaadittava puhtaus riippuu tutkittavan näytteen Raman-
aktiivisuuden vahvuudesta. Jos näytteellä on vahva Raman-signaali, sen sig-
naali todennäköisesti peittää epäpuhtauksien antamat signaalit alleen ja näin 
ollen saadaan luotettava tulos. Tutkittaessa tuntemattomia- tai näytteitä, joilla 
on heikko Raman-aktiivisuus, voivat epäpuhtauden antamat signaalit olla vaka-
va haitta. Varsinkin silloin, kun substraattia käytetään havaitsemaan eri eliöitä 
(bakteereita) laimeista biologisista näytteistä, tulee substraattien puhtauteen 
kiinnittää erityisesti huomiota. (Cui ym. 2009, 1739.) 
Menetelmä, jolla substraatti puhdistetaan, on riippuvainen substraatin raken-
teesta, joka vaihtelee suuresti eri valmistajien välillä. Tyypillisimmät puhdista-
mistavat ovat substraatin nanopartikkeleiden sentrifugointi sekä erilaiset elekt-
rokemialliset puhdistusmenetelmät, joissa käytetään hyödyksi eri alkuaineionien 
varauseroja. Substraattien puhdistus on edellytys tutkittaessa tuntemattomia ja 
näytteitä, jotka adsorboituvat heikosti substraatin pintaan. (Cui ym. 2009, 1740.) 
3.4 Mikrobiologisten näytteiden mittaaminen Ramansironnan avulla 
Raman spektroskopia on viime vuosina kehittynyt nopeasti bakteerien tunnis-
tuksessa, sillä se antaa yksilöllisen sormenjälkispektrin kullekin tutkittavalle mik-
robille. Spektri syntyy suurimmaksi osaksi bakteerien soluseinästä, jonka ra-
kenne vaihtelee lajeittain. Kilpailukykyisen Raman spektroskopiasta tekee se, 
että bakteereita voidaan määrittää myös vesifaasista, mikä ei IR-
spektroskopialla ole mahdollista. Tavallisen Raman spektroskopian haittana on 
kuitenkin suhteellisen heikko signaali ja pitkä analyysiaika sekä suuri laserin 
teho, mikä voi vahingoittaa tutkittavaa näytettä. (Davis - Mujacic - Sengupta 
2006, 1380.) 
Näistä ongelmista johtuen eri tutkimusryhmät ovat kehittäneet tapoja tunnistaa 
bakteereita SERS-tekniikalla. Yhteistä ryhmien tutkimuksissa on se, että tutkit-
tavan bakteerin pinnalle adsorboidaan SERS-substraattia, jonka ryhmät ovat 
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yleensä itse valmistaneet joko kulta- tai hopeapartikkeleista. Menetelmän vah-
vuus on näytteiden käsittely, sillä tekniikka ei vaadi vaarallisia kemikaaleja eikä 
kalliita vasta-aineita. Näytteet voidaan parhaassa tapauksessa mitata ilman 
minkäänlaista näytteen käsittelyä. Myös mittauksen nopeus on huomattava etu 
verrattuna muihin mikrobien tunnistustapoihin, sillä yksittäinen mittaus kestää 
parhaimmillaan alle 10 sekuntia. (Davis ym. 2006, 1380–1385.) 
Useat tutkimusryhmät ovat kehittäneet tapoja tunnistaa mikrobeja puhtaista 
bakteeriviljelmistä, mikä on epäkäytännöllistä sillä usein bakteereita tutkittaes-
sa, ne muodostavat usean eri mikrobin kasvuston. Guicheteaun ym. tutkimus-
ryhmä on julkaissut artikkelin, jossa he määritetään kolmea eri bakteeria samal-
la kertaa. Työn esivalmistelut suoritettiin kuten muiden tutkimusryhmien työssä, 
adsorboimalla metallipartikkeleita solujen pintaan. Mittaus suoritettiin Raman 
mikroskoopilla kemiallisen kuvantamisen avulla. Tällöin valittiin näytteestä mah-
dollisimman edustava kohta, minkä jälkeen näkökentän jokainen pikseli mitattiin 
erikseen. Näin saadaan oma spektri jokaiselle pikselille. Kun jokainen pikseli oli 
mitattu, verrattiin spektrejä, joista pystyttiin päättelemään eri bakteerien ilmen-
tyminen ja sijainti näkökentässä. Tutkimuksen lopputuloksissa on esitetty, että 
bakteeriseoksen analysointi onnistui erittäin hyvin. (Christesen - Emgea - 
Guicheteau - Tripathi 2010, 1633–1636.) 
Ongelmana ryhmillä on ollut toistettavan spektrin saaminen, minkä epäillään 
johtuneen substraatin epätasaisuudesta. Toinen menetelmän heikkous on ollut 
spektrin muuttuminen, joka johtuu metallipartikkelien hitaasta sitoutumisesta 
bakteerien kanssa. Tutkimuksissa on osoitettu, että spektri stabilisoituu vasta 
useiden tuntien jälkeen. Mittauksia rajoittavana tekijänä vesifaasista mitattaessa 
on bakteerien pitoisuus nesteessä. Alhaisin pitoisuus, joka on onnistuttu määrit-
tämään, on 1 x 104 pmy/ml:ssa. (Davis ym. 2006, 1380.) 
3.5 Mikrokystiinen ja nodulariinin tunnistaminen Ramansironnan avulla 
Eri syanobakteeritoksiinien tunnistaminen Ramansironnan avulla perustuu eroi-
hin toksiinien rakenteissa. Tutkimusryhmä Halvarson ym. on tehnyt laajan tut-
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kimuksen koskien eri mikrokystiinivariantteja sekä nodulaaria. Aluksi tutkimuk-
sessa on selvitetty aminohappojen spektrit, jotka ovat mukana jossakin varian-
teista. Tämän jälkeen aminohappojen spektrejä on verrattu kunkin toksiiniva-
riantin spektriin, josta on identifioitu spesifit piikit, jotka vastaavat kunkin varian-
tin spektriä. (Halvarson ym. 2011a, 9274.) 
Kuvan 8 taulukossa on esitetty MC-LR-toksiinin spektrissä näkyvien piikkien 
aaltoluvut, piikkien intensiteetti ja syy mistä signaali spektrissä johtuu (Halvor-
son ym. 2011b, 5646). Taulukosta nähdään, että jotkin signaalit nähdään toisia 
vahvempina, mikä voi auttaa toksiinin tunnistamisessa seoksesta työn käytän-
nönvaiheessa.  
 
 
KUVA 8. MC-LR:n Ramanspektrin piikit (Halvorson ym. 2011b, 5646) 
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4 TYÖN ESIVALMISTELUT 
Työn käytännön vaihe suoritettiin 2013 keväällä VTT:n Oulun tutkimuskeskuk-
sessa. Seuraavassa on esitelty työssä käytettyä laitteistosta, SERS-
substraatteja ja näytteitä. 
Työn käytännön vaiheen tarkoituksena on verrata perinteisen Ramanin ja 
SERS:n eroa tutkittaessa bionäytteitä. Käytännön vaihetta varten tehtiin mit-
taussuunnitelma helpottamaan työn tekoa ja seuraamista. 
4.1 Bayspec Nomadic™ Research-Grade Raman Microscope 
Raman spektrometri, jolla työn mittaukset suoritettiin, on VTT:lle vuoden 2012 
heinäkuussa hankittu Nomadic™ Research-Grade Raman Microscope. Bays-
pec Inc. valmistama tuote (kuva 9) on tällä hetkellä markkinoiden ainoa Raman 
mikroskooppi, jossa on kolme eri heräteaallonpituutta sisältävää laseria (532, 
785 ja 1064 nm). Laserin valinnalla voidaan maksimoida näytteestä saatu Ra-
man signaali ja minimoida syntyvä fluoresenssi. (Bayspec Inc. 2013.) 
 
 
 
 
 
 
 
 
KUVA 9. Nomadic™ Research-Grade Raman Microscope (Bayspec Inc. 2013) 
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Laitteessa jokaiselle laserille on oma spektrometri ja detektori. 532 ja 785 nm:n 
lasereille detektorit ovat CCD-detektorieita, kun taas 1064 nm:n laserille detek-
tori on InGaAs. Omat spektrometrit ja detektorit mahdollistavat optimaalisen 
herkkyyden ja resoluution koko spektraaliselle alueelle ja minimoivat liikkuvien 
osien tarpeen laitteen sisällä, mikä poistaa mittausvirheitä ja epätarkkuuksia. 
(Bayspec Inc. 2013.) 
Varsinainen mikroskooppiosa laitteessa on Olympus® research-grade optical 
microscope, the Nomadic™, jossa on kolme eri suurennoskertoimen sisältävää 
objektiivia. Mikroskoopin avulla voidaan valita tarkkaan tutkittava kohta näyt-
teestä ja kohdentaa laser kyseiseen kohtaan. Kohdentamista helpottaa myös 
laitteen ohjausyksikkö, jolla pystytään siirtämään mikroskoopin näytteenpidiket-
tä erittäin tarkasti xyz-akselilla. (Bayspec Inc. 2013.) 
4.2 Renishaw Inc. Klarite® SERS substrates 
Renishaw’n valmistama SERS-substraatti on 4 x 4 mm:n kokoinen neliö, jonka 
aktiivinen pinta rakentuu kullasta tehdyistä nanopartikkeleista, jotka ovat siliko-
nin pinnalla. Kyseisen substraatin antama vahvennuskerroin on noin 1 x 106, 
riippuen tutkittavasta näytteestä. Substraatille suositeltu laserin heräteaallonpi-
tuus on 785 nm. (Renishaw Inc. 2013.) 
Klarite® SERS-substraattien käyttösovellukset ovat pitkälle samat valmistajien, 
mutta Renishaw’n valmistamaa tuotetta on käytetty näiden lisäksi myös koti-
maan turvallisuuden puolesta Yhdysvalloissa, tunnistettaessa esimerkiksi 
biouhkia. Klarite ®:n tärkeimmät ominaisuudet ovat toistettavuus, herkkyys, mit-
taustulosten spesifisyys ja mahdollisuus erilaisiin näytteenkäsittelytapoihin. 
(Renishaw Inc. 2013.) 
4.3 Syanobakteerit 
Työssä tutkittavat syanobakteerikannat (205 ja 269) tilattiin VTT:n Helsingin 
toimipisteestä. Kanta 205 on MC-LR toksiinia tuottava kanta ja 269 ei tuota tok-
siinia, mutta on muuten identtinen kannan 205 kanssa. 
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Bakteerien saavuttua ne jaettiin eppendorf-putkiin, minkä jälkeen niitä kasvatet-
tiin huoneenlämmössä ravistelukasvatuksessa (130 rpm). Bakteerit säilytettiin 
kasvatusliemessä, johon ne oli säilötty. 
4.4 MC-LR 
Toksiini tilattiin Enzo Life Scienses:ltä ja mittauksia varten se liuotettiin me-
tanoliin. Moolimassa on 995,2 g/mol ja puhtaus yli 95 %. Liitteessä 1 on tar-
kempaa tietoa toksiinista ja sen ominaisuuksista. 
4.5 Mittaussuunnitelma 
Työn toteutusta varten tehtiin mittaussuunnitelma yhdessä työn ohjaajien kans-
sa. Mittaussuunnitelmasta nähdään (taulukko 1) näytteet ja tekniikka, jolla ne 
määritettiin. Jokainen näyte määritettiin sekä SERS:n kanssa että ilman sitä. 
Taulukossa on esitetty, millä pinnalla (näytealustalla) kukin näyte on mitattu. 
Koska tutittava kohdemolekyyli on toksiini, joka erittyy solun sisälle, tutkitaan 
soluja myös hajottamalla ne. Mittauksista ja solujen hajotuksista kerrotaan lisää 
työn suoritusvaiheessa luvussa 5. 
TAULUKKO 1. Mittaussuunnitelma 
NÄYTE Perinteinen Raman SERS 
MC-LR (metanolissa) Al-levy Klarite 
Hajotetut solut (sentri-
fugoidut) 
Al-levy Klarite 
Hajotetut solut Al-levy Klarite 
Ehjät solut Al-levy Klarite 
Näytealusta Al-levy Klarite 
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5 NÄYTTEIDEN TUTKIMINEN RAMAN-SIRONNAN AVULLA 
5.1 Perinteinen Raman menetelmä 
Perinteistä Raman menetelmää varten pestiin alumiininen näytelevy huolella. 
Kaikki metallit vahventavat jonkin verran näytteestä saatua Raman signaalia, 
mutta se ei tässä työssä haitannut, koska tarkoitus oli kehittää kvalitatiivista 
tunnistamismenetelmää. 
Aluksi tarkistettiin pinnan puhtaus mittaamalla se heräteaallonpituuksilla. Mit-
tausten spektrit nähdään kuvassa 10, josta huomataan, että pinta on puhdas 
sillä spektreissä ei näy epäpuhtauksista kertovia piikkejä. Mitattaessa laser 
kohdennettiin levyn pintaan mikroskopoimalla käyttäen 10 x objektiivia. 
532 nm:n laserille käytettiin 10 sekunnin, 785 nm:n laserille 30 sekunnin ja 1064 
nm:n laserille 60 sekunnin mittausaikaa. Kaikkien kolmen laserin tehot säädet-
tiin mahdollisimman korkeaksi. Kullakin aallonpituudella tehtiin vain yksi mittaus. 
 
 
 
 
 
KUVA 10. Alumiinilevyn puhtauden toteaminen 
Kuten spektreistä voidaan tulkita, alumiinilevynpinta on kohtalaisen puhdas, 
joten vähäiset epäpuhtaudet, joita levyllä voi olla, voidaan jättää huomioimatta. 
Levy pestiin ionivaihdetulla vedellä, etanolilla ja uudestaan ionivaihdetulla ve-
dellä joka mittauksen välissä. 
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5.1.1 MC-LR-toksiiniin karakterisointi 
MC-LR-toksiinin datasivu on liitteenä 1. Ohjeen mukaan toksiini liuotettiin 1 
ml:aan metanolia. Liukenemisen jälkeen näytetoksiini säilytettiin jääkaapissa 
(+4 ˚C), kun sitä ei käytetty. 
Mittaus suoritettiin pipetoimalla toksiinia 10 µl alumiinilevylle, minkä jälkeen 
näytteen päälle asetettiin peitinlasi. Peitinlasin päälle tiputettiin pisara immer-
sioöljyä ja 100 x objektiivi kohdennettiin näytteeseen.  
Mittausta tehtäessä huomattiin, että ainoa laser, jota voitiin käyttää karakte-
risoinnissa, oli 532 nm:n laser, sillä muut laserit olivat ilmeisesti liian heikkote-
hoisia kyseiselle näytteelle. Näyte mitattiin 10 kertaa 5 sekuntin integrointiajalla 
ja mittauksista saadut spektrit keskiarvoistettiin. Kuvassa 11 nähdään MC-LR-
toksiinin Raman spektri. Spektriä on paranneltu matemaattisesti Excel™ avulla, 
jotta saadut piikit erotettiin paremmin. 
 
 
 
 
 
KUVA 11. MC-LR-toksiinin spektri 
Kuvasta huomataan, että mittausta häiritsee fluoresenssi, joka on vahvinta aal-
tolukualueella (Raman shift) 1000–2550 cm-1. Spektristä nähdään, että toksiinil-
la on tiettyjä vahvoja piikkejä, joiden avulla tunnistaminen voisi olla mahdollista 
varsinaisesta näytteestä. 
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5.1.2 Mikrokystiinikannan 269 tutkiminen 
Mikrokystiinikanta 269 on tutkittavista kannoista myrkytön, mutta sen käsittelys-
sä oltiin silti huolellisia. Kuten edellä on jo todettu, kanta oli ollut eppendorf-
putkessa ravistelukasvatuksessa huoneenlämmössä. Tutkimista varten näyte 
käsiteltiin siten, että solut sentrifugoitiin pohjaan (14 000 rpm, 1 min), minkä jäl-
keen poistettiin supernatantti. Putken pohjalle jäänyt solunappi liuotettiin 100 
µl:aan ionivaihdettua vettä. 
Mittausta varten näytettä pipetoitiin 10 µl alumiinilevylle ja laser kohdennettiin 
mikrsokoopin 100 x objektiivin avulla siten, että nähtiin solu mahdollisimman 
tarkkana. Kohdistettaessa huomattiin, että solut liikkuivat, mikä tuotti suuren 
ongelman, koska kohdentaminen oli käytännössä mahdotonta. Ongelma rat-
kaistiin siten, että annettiin solujen laskeutua pohjaan, jolloin laser oli mahdollis-
ta kohdentaa niihin. Kuvassa 12 nähdään, miten laser kohdennettiin soluun (alla 
oleva kuva on epätarkempi, mitä todellisuudessa nähtiin mikroskoopista). Ku-
vasta nähdään, että tutkittavat solut muodostivat diploideja. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KUVA 12. Laserin kohdennus soluun 
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Kun laser oli saatu kohdennettua, solua mitattiin eri aallonpituuksilla aloittaen 
1064 nm:n laserista. Huomattiin sama ongelma kuin tutkittaessa toksiinia, eli 
lasereiden 1064 nm ja 785 nm tehot eivät riittäneet, että olisi saatu minkäänlais-
ta spektriä irti tutkittavasta näytteestä. 
Mitattaessa 532 nm:n laserilla tutkittavasta näytteestä saatiin signaali. Kuvassa 
13 nähdään mittauksen spektri. Spektriä on käsitelty Excel™:llä, jotta sitä on 
helpompi tulkita. Näytettä mitattiin 10 kertaa 5 sekuntin integrointiajalla ja spekt-
rit keskiarvoistettiin.  
 
 
 
 
 
KUVA 13. Kannan 269 spektri 
Yli 1800 cm-1 aaltoluvuilla spektrissä näkyi vain fluoresenssia. Huomattiin, että 
spektrissä näkyy kaksi vahvempaa piikkiä ja yksi vähän heikompi piikki. Spekt-
rin varsinainen tulkinta tehtiin, kun saatiin mitattua kaikki näytteet perinteisellä 
menetelmällä. 
5.1.3 Mikrokystiinikannan 205 tutkiminen 
Mikrokystiinikanta 205 on endotoksiini MC-LR:ää tuottava, joten sen käsittelys-
sä oltiin erittäin huolellisia. 205 kanta oli ollut ravistelukasvatuksessa huoneen-
lämmössä siitä asti, kun se saapui laboratorioon, ja se valmisteltiin mittauksia 
varten kuten kanta 269 (sentrifugointi ym.). 
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Mittausta varten sitä pipetoitiin 10 µl näytelevylle ja annettiin solujen asettua 
noin 10 minuuttia, jonka jälkeen etsittiin tutkittava solu 100 x objektiivin avulla 
kuten kuvassa 11. Koska kannan 269 tutkiminen perinteisellä Raman menetel-
mällä ei onnistunut kuin laserilla 532 nm, alettiin tätä kantaa tutkia vain tällä la-
serilla. Kun solu löydettiin, kohdennettiin laser solun keskelle, minkä jälkeen 
näytekohtaa mitattiin 5 sekuntia 532 nm:n laserilla. Kuvassa 14 nähdään kan-
nan 205 Raman spektri. 
KUVA 14. Kannan 205 spektri 
Myös kannan 205 kanssa todettiin, että spektrissä nähdään pelkkää fluoresens-
sia yli 1700 cm-1 lukemilla. 
KUVA 15. Perinteisten Ramanmittausten spektrit 
Kuvassa 15 on perinteisellä Raman menetelmällä mitatut spektrit, joista näh-
dään, että kantojen 269 ja 205 tunnistaminen toisistaan on mahdotonta. Lisäksi 
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toksiinin spektristä nähdään, että voimakkaimmat piikit, jotka nähdään aaltolu-
vuilla 2400 cm-1 ja 2920 cm-1, ovat bakteereista saatujen spektrien ulkopuolella. 
5.1.4 Hajotettujen mikrokystiinikantojen tutkiminen 
Koska tutkittava toksiini erittyy solun sisälle, haluttiin soluja tutkia myös hajotta-
malla ne. Kustakin kannasta tehtiin kaksi eri hajotusnäytettä niin, että voitiin tut-
kia kokonaisnäyte (ei sentrifugoida) ja supernatantti (poistetaan sentrifugoinnilla 
kaikki kiinteä näytteestä). 
Kukin näyte käsiteltiin seuraavalla tavalla. Ensin eppendorf-putkessa kasvatus-
liemessä kasvaneet solut sentrifugoitiin (14 000 rpm, 1 min.) ja kasvatusliemi 
poistettiin huolellisesti pipetoimalla. Tämän jälkeen kuhunkin putkeen lisättiin 30 
µl ionivaihdettua vettä ja 70 µl metanolia (70-prosenttinen metanoli-liuos). Solu-
ja inkuboitiin nestelisäysten jälkeen 60 minuuttia (+ 70 ˚C) lämpöblokissa ravis-
telussa. Hajotuksen jälkeen putket sentrifugoitiin (14 000 rpm, 1 min.). Toisista 
putkista supernatantti siirrettiin uuteen eppendorf-putkeen ja kiinteä jäte hävitet-
tiin. Toiset putket sekoitettiin homogeeniseksi. Ennen mittauksia putkien annet-
tiin jäähtyä huoneenlämpöisiksi. 
Myös näitä näytteitä yritettiin mitata 785 nm:n laserilla, mutta mittauksissa tuli 
vastaan sama ongelma kuin edellisissä mittauksissa, eli laserin teho ei riittänyt 
virittämään tutkittavia molekyylejä tarpeeksi, jotta niistä olisi saatu Raman siron-
taa, joka olisi ylittänyt näytteen fluoresenssin.  Kuvassa 16 nähdään esimerkki-
spektri 785 nm:n laserilla tehdyistä mittauksista. Näytettä (metanolilla hajotettu 
kanta 269) mitattiin 785 nm:n laserilla 20 sekuntia, ja laserin teho oli 49,8 mW. 
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KUVA 16. 785 nm:n laserilla mitattu näyte 
Muista 1064 nm:n ja 785 nm:n mittauksista ei otettu kuvia, sillä kaikki spektrit 
olivat lähes identtisiä kuvan 14 spektrin kanssa. 
Seuraavaksi näytteet mitattiin taulukon 2 mukaan. Näytteiden mittauksessa käy-
tettiin 532 nm:n laseria, joka kohdennettiin objektiivin 50 x avulla. Kullekin näyt-
teelle etsittiin kokeilemalla oikea mittausaika. 
 
TAULUKKO 2. Hajotettujen solunäytteiden mittaaminen 
Näyte Laser (nm) Aika (sek) Toistot (kpl) 
Kanta 269 (sen-
trifugoitu) 
532 4 10 
Kanta 269 532 2,5 10 
Kanta 205 (sen-
trifugoitu) 
532 5 10 
Kanta 205 532 3 10 
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Mittausten jälkeen käsiteltiin tuloksia siten, että kaikkien näytteiden spektrit ovat 
järkevästi tulkittavissa spektrikuvasta (kuva 17). Spektreistä nähdään, että sa-
kan poisto sentrifugoinnin jälkeen näytteen valmistuksessa ei vaikuta näytteestä 
saatuun signaaliin. Tulkittaessa spektrejä huomataan, että kannan 205 (toksii-
nia erittävä) spektreissä saadaan tälle kannalla spesifiset piikit aaltoluvuilla 
1130 cm-1 ja 1500 cm-1. Tämän perusteella kannat voitaisiin siis tunnistaa toisis-
taan. 
KUVA 17. Hajotettujen solujen spektrit 
Näytteistä tehtiin toistomittauksia peräkkäisinä päivinä ja mitatut spektrit vasta-
sivat kuvan 17 spektrejä. 
5.2 SERS-mittaukset 
SERS mittaukset aloitettiin tutkimalla tunnettua yhdistettä, jonka mittaaminen on 
hankalaa perinteisellä Ramanilla, mutta mahdollista SERS:n avulla. Kirjallisuu-
desta (Etchegoin – Le Ru 2009, 8) tutkittiin, että muun muassa rhondaimiini B 
on tarkoitukseen sopiva molekyyli. Rhondaimiini B:n rakenne (kuva 18) aiheut-
taa perinteisellä Ramanilla mitatessa voimakasta fluoresenssia, joka peittää 
alleen näytteestä saatavan signaalin. 
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KUVA 18. Rhodaimiini B:n rakenne (Wikipedia 2013) 
Mitattavasta näytteestä oli laboratoriossa valmiina näyte, jonka pitoisuus oli 9 
mg/ml (valmistettu 12.7.2012). Näytettä pipetoitiin SERS-substraatille (Klarite) 5 
µl ja sen annettiin kuivua levyn päälle. Tämän jälkeen 785 nm:n laser kohdistet-
tiin 10 x objektiivin avulla substraattilevyn pintaan ja näytettä mitattiin 10 sekun-
tia 50 mW:n teholla. Näytteestä tehtiin 10 mittausta, joiden tulokset keskiarvois-
tettiin samaan spektriin (kuva 18). 
Vertailun vuoksi sama näyte mitattiin myös perinteisellä Raman menetelmällä, 
pipetoimalla näytettä tippa alumiiniselle näytelevylle. 785 nm:n laser kohdennet-
tiin näytteen pintaan ja sitä mitattiin samoilla asetuksilla kuin SERS näytettä. 
Kuvassa 19 nähdään ero näiden kahden eri menetelmän tuottaman spektrin 
välillä. 
 
 
KUVA 19. Rhondaimiini B:n perinteinen Raman ja SERS-spektri 
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Kuvasta 17 nähdään, että perinteisellä Ramanilla mitattaessa näytteestä saatiin 
vain hyvin heikkoa signaalia. SERS-substraatin kanssa mitattaessa spektrissä 
nähtiin vahvoja piikkejä, joten voidaan todeta, että saatu signaali on vahventu-
nut huomattavasti. SERS-spektrin perusteella voidaan myös todeta, että käytet-
tävät substraatit toimivat. 
Verrattaessa kirjallisuudesta löydettyä rhondaimiini 6G:n (Etchegoin ym. 2009, 
8) ja mitatun rhondaimiini B:n spektrejä huomataan, että saadut piikit vastaavat 
hyvin pitkälle toisiaan. Rhondaimiini 6G:n ja rhondaimiini B:n rakenteissa on 
pieniä eroja, josta johtuvat pienet erot spektreissä. 
5.2.1 MC-LR:n tutkiminen SERS:llä 
Metanoliin liuotettua toksiininäytettä pipetoitiin SERS-levylle 10 µl, minkä jäl-
keen sen annettiin kuivua levyn pinnalle. Pipetointi toistettiin 3 kertaa, jotta le-
vylle saatiin enemmän näytettä mittausta varten. Tämän jälkeen levyltä etsittiin 
mikroskoopin avulla kohta, johon oli kuivunut ja kiteytynyt tutkittavaa toksiinia. 
Laser (785 nm), kohdennettiin mittauskohtaan, minkä jälkeen alettiin etsiä mit-
tausasetuksia kokeilemalla. 
Näytteestä yritettiin saada signaalia useilla eri asetuksilla siinä kuitenkin epäon-
nistuen. Koska mittaus epäonnistui, tutkittiin SERS-substraattien ominaisuuksia 
tarkemmin kirjallisuudesta. 
Kirjallisuudesta käy ilmi, että SERS-substraattien metalleilla on usein negatiivi-
nen varaus, jonka takia ne hylkivät negatiivisen varauksen omaavia molekyyle-
jä. Tutkittava toksiini taas on peptidi, joka liuoksessa saa negatiivisen varauk-
sen ja näin ollen ei sitoudu substraatin pintaan halutulla tavalla. (Etchegoin ym. 
2009.) 
5.2.2 Mikrokystiinikantojen 205 ja 269 tutkiminen SERS:llä 
Tutkimista varten kumpaakin kasvatusliemessä olevaa kantaa pipetoitiin 1 ml 
omaan eppendorf-putkeen. Tämän jälkeen kasvatusliemessä olevat solut sentri-
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fugoitiin (14 000 rpm, 10 min) putkien pohjalla ja putkiin lisättiin 100 µl ionivaih-
dettua vettä. 
Kumpaakin kantaa pipetoitiin omalle substraattilevylle 10 µl, minkä jälkeen näyt-
teiden annettiin kuivua levyille. Kuivumisen jälkeen nähtiin mikroskoopilla levy-
jen päällä solurykelmiä. 
Ensin otettiin mittauksen kohteeksi kanta 205, josta etsittiin solurykelmä 10 x 
objektiivin avulla. Laser kohdennettiin siten, että nähtiin SERS-levyn pinta mah-
dollisimman tarkkana. Tällöin laser kohdistuu kohtaan, jossa pitäisi olla vuoro-
vaikutusta bakteerien ja substraatin molekyylien välillä. Mittauksissa käytettiin 
785 nm:n laseria, sillä se on suositeltu laser Renishawn Klarite SERS-
substraateille (Renishaw Inc. 2013). 
Bakteerien tutkiminen substraattien kanssa ei onnistunut, eikä mittauksissa saa-
tu minkäänlaista luotettavaa spektriä mitattua. Kuvassa 20 nähdään kannan 
269 mitattu SERS-spektri, joka oli samanlainen kaikissa solumittauksissa (hajo-
tettujen ja ehjien solujen mittauksissa). 
Kuvan 20 spektristä nähdään, että näytteestä ei ole saatu bakteerin identifioin-
tiin tarvittavia signaalia. Tämän epäillään johtuneen siitä, että tutkittavat baktee-
rit tai niiden osat eivät muodosta vuorovaikutuksia käytetyn substraatin pinta-
partikkeleiden kanssa. 
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KUVA 20. Kannan 269 SERS-spektri 
Koska muista bakteerimittauksista saatiin aivan vastaavanlainen spektri, ei näh-
ty aiheelliseksi sisällyttää näitä spektrejä työhön. Epäonnistuminen SERS-
mittauksissa voi johtua myös käytetystä substraatista, sillä yleensä mikrobien 
SERS-mittauksissa on käytetty liuosmaisia SERS-substraateja. 
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6 YHTEENVETO 
Opinnäytetyön tavoitteena oli tutkia kahden saman syanobakteerilajin eri kanto-
jen tunnistamista Ramanspektroskopialla. Osa tavoitteena oli myös kyetä tun-
nistamaan toisen kannan tuottaman endotoksiini MC-LR:n tunnistamista suo-
raan soluista.  
Työssä tutkitut syanobakteerit olivat mikrokystiinit 205 ja 269, jotka ovat saman 
lajin eri kantoja. Ainoa ero kantojen välillä on toksiini, jota kanta 205 tuottaa. 
Kantojen tunnistamista varten kehitettiin mittausmenetelmää, jolla ne voidaan 
erottaa toisistaan. Bakteereja tutkittiin sekä kokonaisina että hajotettuina, ja nii-
den spektrejä vertailtiin. 
SERS-substraattien toimivuus todettiin rhondaimiini B:n avulla ja ne saatiin toi-
mimaan tämän näytteen kanssa halutulla tavalla. Toksiinia ja mikrobeja tutkitta-
essa ei saatu haluttuja tuloksia mittauksista ja näin ollen pääteltiin, että kyseiset 
substraatit eivät sovellu kyseisenlaiseen analytiikkaan. Syyksi mittauksen epä-
onnistumisiin pääteltiin riittämätön sitoutuminen näytteen ja substraatin mole-
kyylien välillä. 
Työn teoriaosuudessa on kerrottu mikrobien tunnistamisesta SERS:n avulla ja 
näissä määrityksissä on saatu erittäin lupaavia tuloksia. Ramanspektroskopia 
on kuitenkin vielä vasta tutkimisvaiheessa mikrobien tunnistuksessa, mutta lu-
paavien tulosten ansiosta ala kehittyy jatkuvasti valtavin harppauksin. 
Tutkittaessa sekä toksiinia että bakteereja perinteisellä menetelmällä, saatiin 
positiivisia tuloksia. Toksiinista saatiin mitattua spektri, jossa nähtiin pieniä piik-
kejä, joiden avulla toksiinin tunnistaminen soluista voisi olla mahdollista. Soluja 
mitattaessa kuitenkin törmättiin fluoresenssiongelmaan, joka teki toksiinin ja 
solujen spektrien vertaamisen mahdottomaksi. Tulokset kuitenkin osoittavat, 
että menetelmää kehittämällä toksiinin tunnistaminen soluista voisi olla mahdol-
lista. 
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Metanolilla hajotettuja soluja mitattaessa saatiin työn parhaat tulokset. Kannan 
205 mittauksessa saatiin spektriin kahden tälle kannalle ominaisen piikin sig-
naalit, joiden avulla kantojen erottaminen on mahdollista. Ajan puutteen vuoksi 
työssä ei ollut mahdollista alkaa tutkia useampia bakteerilajin kantoja vaan tyy-
dyttiin saatuihin tuloksiin. Työssä ei ole myöskään pohdittu mistä saadut signaa-
lit spektreissä johtuvat, sillä se olisi vaatinut huomattavasti enemmän aikaa yk-
sittäisten solunosien mittausta varten. 
Työssä saadut tulokset ovat lupaavia menetelmän jatkokehitystä silmällä pitäen, 
sillä Ramanspektroskopia ja varsinkin SERS ovat jatkuvasti kehittymässä. Li-
säksi näytteiden valmistelut mittausta varten ovat yksinkertaisia ja määritysajat 
lyhyitä, mikä tekee menetelmästä vahvan kilpailijan nykyajan kiireisiin laborato-
rioihin. 
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Työssä käytetyt laitteet ja välineet: 
 Ravistelukasvattaja: Heidolph, Unimax 1010 
 Sentrifuugi: Hettich, Mikro 120 
 Lämpöblokki: Eppendorf, Thermomixer comfort 
 Mäntäpipetit: Biohit, Proline 0,5–10 µl, 100–1000 µl ja 1–5 ml 
